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(?) RE8UMEN 

ANnCXJERPOS POLICLONALES, m6TODO DE PREPARACION Y USO DE LOS MISMOS 

Anticuerpos policlonales que reconocen especificamente y con gran afinidad a los peptides amiloides mds mq)ortantes, el 
AP40 y el Ap42, asi como su m6todo de preparacidn mediante la inmunizacidn de conejos con p6ptidos de SEC ID 1, 2, 

3 64. 

Empleo de estos anticuerpos en la valoraci6n tanto de filnnacos activadores de la degradacidn de los p^tidos amiloides 
caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer como de £iimaco5 inhibidores de su formacion. 
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Anticuerpos policlonales, metodo de preparaci6n y uso 
de los mismos. 

La presente invencion se refiere a anticuerpos 
5 policlonales que reconocen especif icamente y con gran 
afinidad a los dos peptides amiloides mas importantes/ 
el AP4 0 y el Ap42, asi coiao a su empleo en la 
valoracion tanto de farmacos activadores de la 
degradacion de los peptides amiloides caracteristicos 

10 de la enfermedad de Alzheimer como de farmacos 

inhibidores de su formacion, Del mismo modo, pueden ser 
utiles para la valoracion de la actividad de las 
enzimas implicadas en el procesamiento de la proteina 
precursora de los citados peptides o la actividad de 

15 las enzimas implicadas en la degradaci6n de los mismos, 
asi como de la valoracion del nivel de expresion de los 
genes implicados en toda la maq^iinaria de eventos que 
conducen al deposito y foi:maci6n de placas amiloides^ 
lesiones caracteristicas de los cerebros de pacientes 

20 que sufren la enfermedad de Alzheimer. 

ESTADO DE LA TfiCNICA ANTERIOR 

Se conocen determinados factores acerca de los 
25 fenomenos bioquimicos y metabolicos asociados a la 

presencia de la enfermedad de Alzheimer. Dos cambios 
morfologicos e histopatologicos observados en 
cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzheimer 
son marafias neurof ibrilares (^QS^F) y depositos 
30 amiloides. 

Las marafias neurof ibrilares intraneuronales est^in 
tambien presentes en otras enfermedades degenerativas, 
pero la presencia de depositos de amiloide tanto en los 
35 espacios interneuronales (placas neurlticas) como 
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en la microvasculatura circundante (placas vasculares) 
parece ser caracteristica del Alzheimer. De 6stas, 
las placas neuriticas parecen ser las mas 
caracteristicas (Price, D-L. y col. , Drug Development 
5 Research (1985) 5:59-68). 

El componente principal de estas placas amiloides es un 
peptide de 40-42 aminoacidos denominado peptide 
amiloide AP4 . 

10 

El p6ptido amiloide AP4 es un polip6ptido originado por 
proteolisis a partir de unas glucoproteinas de membrana 
denominadas proteinas precursoras del p§ptido amiloide 
Ap4 (pAPP) . Estando estas proteinas precursoras del 
15 peptido amiloide const ituidas por 695 a 770 

aminocLcidos, siendo tbdas ellas producidas por el mismo 
gen. 

Se han identificado dos variantes principales del 
20 p§ptido amiloide Ap4, el peptido AP40 y el AP42, de 40 
y 42 aminoacidos respectivamente, que presentan una 
distribucion tisular diferente en condiciones tanto 
fisiologicas como patologicas. 

25 Nosotros hemos clonado y secuenciado el gen de la pAPP 
en el polio y hemos demostrado que es practicamente 
identico al gen'humano, pues produce pAPPs con una 
enorme homologla, del orden del 95%, a las de la 
especie humana, y el peptido Ap4, caracteristico de la 

30 enfermedad de Alzheimer, es identico al humano. Ademas, 
el embrion de polio procesa a las pAPPs de tal forma 
que se produce peptido AP4, debido a la accion de unas 
enzimas proteoliticas que -provocan la proteolisis de 
las PAPPs en un sitio clave para producir AP4, la 

35 enzima proteolitica que corta las PAPPs para producir 
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Ap4 es denominada p-secretasa. 

EXPLICACI6N DE LA INVENCI6N 

5 La presente invencion proporciona anticuerpos 

pollclonales/ capaces de reconocer especif icamente 
mediante cualquier tecnica iniaunologica convencional 
(western blot, inmunohistoquiriLica, inmunoprecipitacion, 
ELISA, RIA, . . . ) de la presencia de los peptides 

10 amiloides Aj340 y A|342, obtenidos por iniaunizaci6n de 
mamiferos, pref eriblemente conejos, con una proteina 
conjugada con un peptide seleccionado a partir de un 
grupo que consiste en SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID 
NO 3/ SEQ ID NO 4/ opcionalmente acortados por 

15 eliminaci6n de los restos de aminoacido de los extremes 
N- terminal y/o C-terminal, y opcionalmente alargados 
por adici6n de los restos de aminoacido apropiados para 
conjugar la proteina. 

20 En una realizacion particular, el peptide corresponde a 
SEQ ID NO 1, opcionalmente alargado por adicion de 
los restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina- En otra realizacion particular el peptide 
corresponde a SEQ ID NO 2, opcionalmente alargado por 

25 .adici6n de los restos de aminoacido apropiados 
para conjugar la proteina. En otra realizacion 
particular el peptide corresponde a SEQ ID NO 3, 
opcionalmente alargado por adicion de los restos de 
aminoacido apropiados para conjugar la proteina. En 

30 otra realizacion particular el peptide corresponde a 
SEQ ID NO 4, opcionalmente alargado por adicion de los 
restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina. Aunque la eliminaci6n de los restos 
aminoacidicos terminales no elimina la actividad 

35 especifica, los peptides preferidos son los de SEQ ID 
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NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4. 

La provision de cualquiera de los peptidos, 
substancialiaente puros, antes mencionados es tambien 
5 parte de la presente invencion. 

Esta invencion tambien proporciona iin metodo para la 
obtencion de los anticuerpos fioliclonales antes 
mencionados por inmunizacion de mamiferos, 

10 pref eriblemente conejos, con una proteina conjugada a 
un peptide seleccionado a partir de un grupo que 
consiste en SEQ ID NO 1/ SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ 
ID NO 4/ opcionalmente acortados por eliminacion de los 
restos de aminoacido de los extremos N-terminal y/o C- 

15 terminal, y opcionalmente alargados por adicion de los 
restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina. 

Segiin una forma de realizacidn preferida de realizacion 
20 de la presente invencion, la proteina utilizada para su 
conjugacion con el peptido es la hemocianina de lapa 
(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 

En una realizacion aun mas preferida de la presente 
25 invencion, los mamiferos utilizados, para su 

inmunizacion con la proteina conjugada al peptido, son 
cone j OS . 

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se 
30 proporciona un nuevo metodo para la valoracion tanto de 
farmacos activadores de la degradacion de los peptidos 
amiloides caracteristicos de la enfermedad de 
Alzheimer, como de farmacos inhibidores de su 
produccion, mediante el uso de los anticuerpos 
35 policlonales descritos anteriormente . 
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Del misiao modo, el ia6todo sirve tainbien para valorar 
la actividad de las enzimas (proteasas) implicadas en 
el procesaiaiento de la proteina precursora de los 
citados peptides o la actividad de las enzimas 
5 implicadas en la degradaci6n de los mismos. 

Esta invencion tambien proporciona un metodo para la 
deteccion de la presencia o axisencia de los peptides 
amiloides Ap40 y Ap42 en una muestra, empleando el 
10 embrion del polio o cualquiera de las meinbranas o 

liquidos extraembrionarios del huevo embrionado del 
polio, como modelo animal de ensayo. 

Segiin una realizacion preferida de la presente 
15 invencion, se proporciona un nuevo metodo para la 
valoracion tanto de farmacos activadores de la 
degradacidn de los p§ptidos amiloides caracteristicos 
de la enfermedad de Alzheimer, como de farmacos 
inhibidores de su produccion, mediante el uso del 
20 embrion del polio o cualquiera de las membranas o 

liquidos extraembrionarios del huevo embrionado del 
polio, como modelo animal de ensayo • 

De acuerdo con otra realizacion preferida de la 
25 presente invencion, se proporciona un nuevo metodo para 
valorar la actividad de las enzimas (proteasas) 
implicadas en el procesaiaiento de la proteina 
precursora de los citados peptides o la actividad de 
las enzimas implicadas en. la degradacion de los mismos, 
30 mediante el uso del embrion del polio o cualquiera de 
las membranas o liquidos extraembrionarios del huevo 
embrionado del polio, como modelo animal de ensayo. 

El metodo consiste en la inoculaci6n del farmaco en el 
35 huevo embrionado del polio, ya por simple goteo sobre 
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el propio embridn o alguna de sus membranas, ya por 
inyecci6n en el vitelo ( si el embribn es joven ) o 
saco vitelino ( si el embrion es mas mayor ) , en el 
saco amniotico, en el saco alantoideo ( en embriones de 
5 m^s de 6 dias de incubacion ) o en el interior del 
propio embrion y, tras el tiempo adecuado de 
inciibacion, se extrae el embrion y/o cualquiera de las 
membranas o liquidos extraembrionarios y se analiza la 
cantidad de peptidos amiloides, caracteristicos de la 
10 enfermedad de Alzheimer, mediante las tecnicas 

convencionales de laboratorio para la cuantif icacion de 
peptidos y proteinas como western blot, 
inmunohistoquimica/ inmunoprecipitacion , ELISA, RIA, 
HPLC, etc. 

15 

EJEMPLOS 

La presente invencion se ilustra mediante los 
siguientes ejemplos, 

20 

Ejemplo 1, 

Acoplamiento de los peptidos a hemocianina de lapa 
(KLH/ Keyhole Limpet Hemocyanin) 

25 Los peptidos fueron acoplados a la proteina hemocianina 
de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin) , via n- 
terminus, utilizando el agente acoplante 
glutaraldehido . Para lo cual se activo la proteina KLK 
en solucion de buffer borate pH 10. A continuacion se 

30 anadi6 el peptide sintetico y lentamente se anadio la 
salucion de glutaraldehido 0.3% mientras se agitaba a 
temperatura ambiente* Tras la adiccion de glicina IM 
para bloquear el glutaraldehido no reaccionante, se 
dializo el conjugado peptido-proteina frente a 3 litros 

35 de buffer borate pH 8.5 a temperatura de 4 °C. El 
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conjugado p6ptidO"KLH se almacen6 a 4 °C. 
E j emplo 2 . 

Generacion de los anticuerpos policlonales . 

Los cuatro anticuerpos policlonales fueron generados 
por inmunizacion de conejos New Zealand White contra 
los cuatro peptides acoplados a KLH que se utilizaron 
como inmundgeno . ' 

Cada inmunogeno se inyecto en dos conejos, realizandose 
cinco inyecciones: la primera inyeccion intradermica 
del conjugado peptido-KLH en PBS y emulsionados en 
adyuvante completo de Freund y cuatro mas 
intramusculares, a modo de dosis de recuerdo en los 
dias 14, 28, 49 y 80, del mismo conjugado peptido-KLH 
en PBS pero esta vez emulsionados en adyuvante 
incomplete de Fre\ind, realizandose la sangria de 
control a los 90 dias para detectar la presencia de los 
anticuerpos • 

E j emplo 3 . 

Purificaci6n de los anticuerpos por afinidad. 

Tras la recogida de sangre, se separo el suero y se 
prepurifico mediante desalado y posteriormente se 
purificaron los anticuerpos por afinidad en una matriz 
compuesta por l', 5 ml de material EMD-Epoxy activated 
(Merck) a la que se anadio 5mg del correspondiente 
peptide- Las fracciones purificadas se estabilizaron en 
0,1% de BSA (Sigma) y se conservaron a 4 ""C, pudi6ndose 
anadir glicerol 20-50% como crioprotector , 

Ej emplo 4. 

Titulacion del anticuerpo por ELISA. 
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Tras la purificacion por afinidad se determino el 
titulo del anticuerpo por ELISA, Para ello se puso el 
antigeno en lana placa ELISA Maxi Sorb de Nunc a razon 
de 50ng/50|jil en PBS pH 7, y se detecto el anticuerpo 
5 con anti-IgG de burro conjugada con fosfatasa alcalina, 
utilizando como substrato p-nitrofenil fosfato (PNPP) 
en dietanolamina con SmM MgCl2/ pH 9-6 y revelado a las 
2 horas . 

10 En conclusion, los anticuerpos se generaron empleando 
los diferentes peptides sinteticos descritos 
anteriormente acoplados a KLH. Estos peptides 
sint§ticos contienen un numero muy pequeno de 
aminocLcidos, lo cual les hace muy adecuados para la 

15 producci6n en cadena de anticuerpos homog§neos, con 
epitopes predef inidos . 

Lista de secuencias . 

20 SEQ ID NO 1 LVFFAEDV 

SEQ ID NO 2 GLMVGGW 

SEQ ID NO 3 GLMVGGWIA 

SEQ ID NO 4 RHDSGYEVHHQK 

25 En esta solicitud los aminoacidos se abrevian 

utilizando los codigos de una letra aceptados en 

el campo, en la forma que se muestra a continuacion : 

A= Ala= alanina, 

30 C= Cys= cisteina, 

D= Asp= acido aspartico, 

E= Glu= ^cido glutamico, 

F= Phe= f enilalanina, 

G= Gly= glicina, 

35 H= His= histidina, 
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1= 


Ile= 


isoleucina. 


K= 


Lvs= 


lisina. 


L= 


Le'u= 


leucina/ 


M= 


Met= 


laetionina/ 


N= 


Asn= 


asparagina. 


P= 

JL 


XT -L w — 


JLJ JL \J ^ JLLxCx 


Q= 


Gln= 


glutamina, 


R= 


Arg= 


arginina. 


S= 


Ser= 


serina. 


T= 


Thr= 


treonina. 


V= 


Val= 


valina. 


W= 


Trp== 


triptofano. 


y= 


Tyr== 


tirosina. 



15 La informaci6n relativa a la identificaci6n de las 
secuencias peptidicas, descritas en la presente 
invenci6n, que se acompafla a la presente memoria en 
formato legible por ordenador, es identica al listado 
de secuencias que se presenta acompaiiando a la meiaoria. 

20 

NUMERO DE SECUENCIAS: 4 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 1: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
25 . LONGITUD: 8 

TIPO: aminocicido 
TIPO DE MOLECULA: peptide 
FUENTE: Sintesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
30 SEQ ID NO 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 



35 



INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 2: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
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LONGITUD: 8 
TIPO: aminocicido 
TIPO DE MOLECULA: peptide 
FUENTE: Sintesis Quimica 
5 DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 

10 INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 3: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 10 
TIPO: aminoacido 
TIPO DE MOLECULA: pfeptido 
15 FUENTE: Sintesis Quimica 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val lie Ala 
1 5 10 

20 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 4: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 12 
TIPO: aminoacido 
25 TIPO DE MOLECULA: peptide 

FUENTE: Sintesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
30 1 5 10 
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REIVINDICACIQNES 

1 . Anticuerpo policlonal para el reconocimiento 
especifico de las formas principales de peptide 

5 beta amiloide, AP40 y AP42, obtenible por 

inmunizacion de mamiferos con una proteina 
conjugada a un peptide seleccionado entre el 
grupo formado por: » 

el peptido de SEQ ID NO 1/ el peptide de SEQ 
10 ID NO 2, el peptido de SEQ ID NO 3, el 

peptido de SEQ ID NO 4; 

los p6ptidos con una secuencia resultants de 
eliminar los restos de aminoacido N- terminal 
y/o C- terminal de SEQ ID NO 1, de SEQ ID NO 
15 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID NO 4; 

y los peptides resultantes de afiadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina, 

20 

2, Anticuerpo policlonal segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la inmunizacion se realiza 
con un peptido seleccionado entre el grupo 
constituido por: 

25 - el peptido de SEQ ID NO 1/ 

los peptides con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminai 
y/e C-terminal de SEQ ID NO 1; 
y los peptides resultantes de afiadir a 

30 cualquiera de las secuencias precedentes, 

los restos de aminoacido necesarios para la 
cenjugaci6n de la proteina. 



3. Anticuerpo policlonal segun la reivindicacion 1, 
35 caracterizado porque la inmunizacion se realiza 



con un peptide seleccionado entre el grupo 
constituido por: 

el peptide de SEQ ID NO 2; 

los peptides con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 2; 
y los peptides resultantes de aiiadir a 
cualquiera de las s'ecuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina. 

Anticuerpe policlenal segun la reivindicaci6n 1, 
caracterizado perque la ixnaunizaci6n se realiza 
con \in peptide seleccionado entre el grupo 
constituido por: 

el p6ptido de SEQ ID NO 3; 

los pfeptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 3; 
y los peptidos resultantes de aftadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina. 

Anticuerpo policlonal segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la inmunizacion se realiza 
con un peptide seleccionado entre el grupo 
constituido por: 

el peptide de SEQ ID NO 4; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 4; 
y los peptides resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 



• 
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conjugacion de la proteina. 

6. Anticuerpo policlonal segun cualquiera de las 
reivindicaciones anter lores 1 a 5, caracterizado 

5 porque la proteina es la hemocianina de lapa 

(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin eri ingles) . 

7. Anticuerpo policlonal segun cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores 1 a 6, caracterizado 

10 porque los mamiferos son conejos. 

8. Peptide sustancialmente puro caracterizado por 
tener una secuencia de aminoAcidos seleccionada 
entre el grupo definido en la reivindicacion 1- 

15 

9. Peptide segun la reivindicacion 8, caracterizado 
porque la secuencia se seleccionad entre el grupo 
definido en la reivindicacion 2, 

20 • 10. Peptide segun la reivindicacion 9, caracterizado 
porque la secuencia es SEQ ID NO 1 . 

11. Peptide segun la reivindicacion 8, caracterizado 
porque la secuencia se selecciona entre el grupo 

25 definido en la reivindicacion 3, 

12. Peptide segun la reivindicacion 11/ caracterizado 
porque la secuencia es SEQ ID NO 2 . 

30 13. Peptide segiin la reivindicacion 8, caracterizado 

porque la secuencia se selecciona entre el grupo 
definido en la reivindicacion 4 . 



14. Peptide segun la reivindicacion 13, 
35 caracterizado porque la secuencia es SEQ ID NO 3. 
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15. P6ptido segiin la reivindicacion 8, caracterizado 
porque la secuencia se selecciona entre el grupo 
definido en la reivindicacion 5. 

16. Peptide segun la reivindicacion 15, 
caracterizado porque la secuencia es SEQ ID NO 4. 

17. Uso de un peptide segun cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores 8 a 16, para la 
obtencion de anticuerpos policlonales mediante 
conjugacion a una proteina e iniaunizaci6n de 
laamif eros . 

18. Uso segun la reivindicaci6n 17, caracterizado 
porque la proteina es la hemocianina de lapa 
(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 

19. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores 17 a 18, caracterizado porque los 
mamiferos son conejos. 

20. Metodo de obtencion anticuerpos policlonales 
para el reconocimiento especifico de las foriaas 
principales de peptide beta amiloide, A^AO y 
A|342, caracterizado porque se inmunizan mamiferos 
con una proteina conjugada a un peptide 
seleccionado entre el grupo definido en la 
reivindicacion 1 . 

21. M§todo segiin la reivindicaci6n 20, caracterizado 
porque la proteina utilizada es la hemocianina de 
lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 

22. Metodo segtin cualqiiiera de las reivindicaciones 



anteriores 20 a 21, caracterizado porque 
mamiferos son conejos. 



23. M6todo de deteccion de la presencia o ausencia 
de los peptides amiloides A340 y AP42 en una 
muestra, caracterizado porque comprende poner en 
contact© dicha muestra con un anticuerpo definido 
como en la reivindicacioh 1, y detectar la 
presencia o ausencia del coiaplejo formado por 
dichos peptides amiloides y dicho anticuerpo. 

24. Metodo de valoracidn tanto de f^rmacos 
activadores de la degradacion de los p6ptidos 
amiloides, como de fdrmacos inhibidores de su 
producci6n, mediante el uso de los anticuerpos 
policlonales descritos en la reivindicacion 1, 
caracterizado porque se emplea el huevo 
embrionado del polio como modelo animal de 
ensayo . 

25. Uso del huevo embrionado de polio como modelo 
animal de ensayo para la valoracion tanto de 
farmacos activadores de la degradaci6n de los 
peptides amiloides, como de farmacos inhibidores 
de su produccion/ mediante el empleo de 
anticuerpos policlonales como marcadores de la 
presencia o ausencia de dichos peptides 
amiloides. 

26. Uso segiin la reivindicacion 25, caracterizado 
porque los anticuerpos policlonales utilizados 
son los definidos en la reivindicaci6n 1. 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Universidad de Zaragoza 

<120> Anticuerpos policlonales, metodo de preparacion 

5 y uso de los mismos. 
<130> 

<160> 4 

<17 0> Patentin version 3-1 ' 

10 <210> 1 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
<220> 

15 <221> PEPTIDE 

<222> (1)..{8) 

<223> 

<400> 1 



20 Leu Val -Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 



25 



30 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<400> 



2 
8 

PRT 

Sintesis' Quimica 

PEPTIDE 
(1) . . (8) 



35 



Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 



# 



18 



10 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<400> 



3 

10 
PRT 

Sintesis Quimica 

PEPTIDE 
(1) . . (10) 



15 



Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val lie Ala 



10 



20 



25 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<400> 



4 

12 
PRT 

Sintesis Quimica 

PEPTIDE 
(1) . . (12) 

4 



Arg His Asp Ser' Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 



30 



